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PROTEINES DE TUBE POLAIRE DE MICROSPORIDIE, 
ACIDES NUCLEIQUES CODANT POUR CES PROTEINES ET LEURS 
APPLICATIONS . 



L' invention a pour objet des proteines 
completes purifiees de tube polaire (PTPs) de 
microsporidie ainsi que les genes codant ces proteines, 
et leur utilisation dans les domaines du diagnostic. 

E. cuniculi est une microsporidie, parasite 
intracellulaire obligatoire, frequente chez de nombreux 
mammi feres et impliquee dans di verses infections chez 
l'homme principalement chez les sujets immunodeprimes . 
De maniere generale, les microsporidies sont 
responsables chez les patients sideens de pathologies 
digestives, mais aussi d'atteintes oculaires, 
musculaires, hepatiques, de rhinos inusites et 
d ' infections systemiques (1). Des tests serologiques ont 
egalement montre la presence importante des 
microsporidies chez les patients immunocompetents, 
puisque atteignant 8% de la population (2) . 
Actuellement, 4 genres de microsporidie sont 
responsables de maladies humaines : Enter ocy to zoon, 
Encephalitozoon, Vittaforma et Trachipleistophora . 
L ' emergence de ces parasites en pathologie humaine 
suscite de la part des chercheurs un interet grandissant 
dans les domaines systematique, epidemiologique, 
clinique, du diagnostic et de la therapeutique . 

Actuellement, le diagnostic repose sur des 
tests PCR a partir d ' oligonucleotides determines d'apres 
les sequences d'ADN ribosomal, seules sequences connues 
chez la plupart des microsporidies . La therapeutique, 
quant a elle, est limitee a 1 ■ utilisation de certaines 
molecules telles que 1 • albendazole ou la fumagilline. 



Ces eucaryotes unicellulaires presentent un 
mecanisme d' invasion unique. La spore, stade infectieux, 
renferme en effet un appareil d' extrusion constitue d'un 
tube polaire insere a son extremite anterieure dans un 
disque d'ancrage. Sous 1* effet de certains stimuli, 
pouvant etre lies in vitro a une variation du pH, a 
1 'osmolarite, a la presence de cations ou d* anions, le 
tube polaire est extrude de la spore microsporidienne et 
traverse la membrane plasmique d'une cellule-hote . Le 
sporoplasme, expulse a t ravers ce tube, est ainsi 
inocule dans la cellule receptrice. Cet appareil 
invasif, specif ique des microsporidies et unique dans le 
monde vivant, suscite done un . interet a la fois d'un 
point de vue fondamental mais aussi applique pour le 
diagnostic et la therapeutique . 

A ce jour, aucune sequence complete de 
proteines constituant ce tube polaire n'a ete obtenue. 
Selon Weidner (3) le tube polaire serai t constitue d'une 
seule. proteine de 23 kDa chez Ameson michaelis . Plus 
recemment, chez une microsporidie parasite de poisson, 
Glugea americanus , une extraction dif f erentielle des 
proteines en presence d'un agent reducteur (DTT) a 
permis de mettre en evidence qu'une proteine de 43 kDa 
est- constitutive du tube polaire, mais seule une partie 
de la sequence N-terminale de 16 acides amines a ete 
determinee (4) . 

La production d'anticorps polyclonaux et 
monoclonaux a egalement ete realisee contre le tube 
polaire de differentes especes (5, 6, 7), montrant une 
possible heterogeneite proteique de cette structure. 

Les travaux de recherche ayant conduit a la 
presente invention ont tout d'abord consiste a produire 
des anticorps polyclonaux et monoclonaux contre le tube 
polaire d'£. cuniculi . II a ainsi obtenu 2 anticorps 
polyclonaux (anti-55 kDa et anti-35 kDa) et un anticorps 
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monoclonal (anti-55 kDa) reagissant specif iquement avec 
le tube polaire en immunofluorescence et en microscopie 
electronique (6). Apres separation des proteines 
sporales par electrophorese en 2 dimensions et trans fert 
5 sur membrane PVDF une proteine ayant une masse 

moleculaire apparente proche de 55kDa et un point 
isoelectrique de 5 etait reconnue par ces trois types 
d'anticorps. Sur ces gels de 2 dimensions, une autre 
proteine de masse moleculaire apparente proche de 35 kDa 
10 et avec un point isoelectrique de 9 etait egalement 

reconnue par 2 anticorps ant i- tube polaire, l'anticorps 
polyclonal anti-35 kDa et l'anticorps monoclonal. 
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Les travaux de recherche realises dans le 
cadre de la presente invention ont done permis , pour la 
premiere fois, d'obtenir des proteines completes de tube 
polaire de microsporidie . Les travaux presentes par les 
Inventeurs a 1' occasion d'un congres (Fifth 
International Workshops on Opportunitic Prdtists and 
Fifth General Meeting of the. European Concerted Action 
on Pneumocystis Research, Lille 3-7 septembre 1997) sur 
l'obtention d'une proteine de tube polaire de 55 kDa 
sont insuf f isants pour ef f ectivement permettre 
l'obtention de cette. proteine complete et purifiee et 
25 pour identifier, doner et sequencer le gene 

correspondant . En effet, ■ aucune donnee de sequence 
nucleique ou proteique n'apparait dans le document 
relatant ce congres (8) . Le protocole experimental qui y 
figure compr end des etapes classiques et bien connues de 
30 l'homme du metier (9) telles que 1' extraction des 

proteines sporales, les electrophoreses (SDS-PAGE) , la 
production d'anticorps polyclonaux et monoclonaux, le 
microsequengage de peptides ainsi que la determination 
d' amorces degenerees et . leur amplification par PCR. 
35 Compte-tenu du caractere synthetique du document 

relatant ce congres, son enseignement est insuf fisant 



pour permettre a l'homme du metier de reproduire les 
travaux des Inventeurs et de mettre en evidence la 
sequence complete d'une proteine complete de tube 
polaire de microsporidie . 

L ' invention a done pour objet une proteine 
complete purifiee de tube polaire de microsporidie et 
plus particulierement de la microsporidie E. cuniculi . 

Plus particulierement 1 ' invention concerne : 
une proteine de masse moleculaire 
apparente d' environ 55 kDa et un point isoelectrique de 
1 1 ordre de 5 , 

une proteine de masse moleculaire 
apparente d' environ 35 kDa et un point isoelectrique de 
1 ' ordre de 9. 

Dans un second temps, les travaux realises 
sur les deux proteines purifiees ci-dessus ont consiste 
a les . soumettre a un microsequengage interne apres 
digestion par l'Endolysine C. Deux peptides ont ainsi 
ete sequences (Pi : ATALCSNAYGLTPGQQGMAQ et P2 : 
SATQYAMEACATPTP ) pour la proteine de 55 kDa et un 
, peptide P3 : AVQGTDRC I LAG 1 1 D ) pour la proteine de 35 kDa, 
et ont permis a partir d' amorces degenerees d' amplifier 
une partie des genes correspondants*. 

En 1' absence de banque * genomique, les 
Inventeurs ont reussi a determiner les sequences des 
genes et leurs regions flanquantes par une technique de 
SSP-PCR (10) . Ces differentes etapes ont permis de 
definir la structure complete des genes, *. leurs 
particularities ainsi que les similitudes * eventuelles 
avec d'autres genes. Les structures primaires des 
proteines de 55 et 3 5 kDa ont egalement ete determinees . 

L' invention concerne done les proteines de 
tube pplaire de microsporidie dont la sequence en acides 
amines est representee dans la liste de sequences en 
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annexe sous les numeros SEQ ID No:l ou SEQ ID No: 2, un 
fragment ou un derive f onctionnellement equivalent de 
celles-ci. 

On entend par derive f onctionnellement 
equivalent, les proteines dont la sequence comprend une 
modification et/ou une suppression et/ou une addition 
d'un ou plusieurs residus d' acides amines, des lors que 
cette modification et/ou suppression et/ou addition ne 
modifie pas la fonction de ces proteines. De tels 
derives peuvent etre analyses par l'homme du metier 
selon les techniques : 

- de criblage de banques d' expression a 
l'aide d'anticorps diriges contre les proteines du tube 
polaire, ou 

- de criblage de banques genomiques a l'aide 
de sondes nucleiques capable de s'hybrider a un gene 
codant pour une proteine du tube polaire. 

La proteine de 3 95 acides amines, ci-apres 
designee PTP55 , representee dans la liste de sequences 
en annexe sous le numero SEQ ID No:l correspond a la 
proteine de 55 kDa. Elle presente une masse moleculaire 
deduite de 39 609 Da et de 37 230 Da sans le peptide 
signal, qui est inferieure a celle de 55 000 observee 
sur gels de polyacrylamide . Cette proteine est 
25 synthetisee par E. cuniculi sous la forme d'un plus 

grand precurseur dont la sequence signal de 22 acides 
amines est eliminee lors du ciblage vers des vesicules 
impliquees dans la formation du tube polaire. La 
sequence d ' une proteine mature du tube polaire de 
1' invention correspond done a la sequence comprise entre 
les acides amines en position 23 et 395 de SEQ ID No:l. 
Plusieurs caracteristiques de peptide signal sont en 
ef f et observees .: 

- structure secondaire predite comme formant 
35 une helice a. 
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- presence d'acides amines hydrophobes ainsi 
que de residus basiques proches de la partie N- 
terminale, 

- absence d'un residu lysine en position 22, 

5 et 

prediction de peptide signal par 
1 ' algorithme de von Heijne (11). 

De plus, le sequengage N- terminal de la 
proteine a montre une sequence identique a celle du 
10 peptide PI, confirmant que le peptide de 22 acides 

amines etait clive lors de la maturation. 

On observe^ en outre que la PTP55 ne contient 
pas de residus tryptophane, phenylalanine, ni arginine. 
Elle presente un point isoelectrique deduit de .4,7 en 
15 accord avec celui observe sur gels de polyacrylamide en 

. 2 dimensions qui etait de 1 ' ordre de 5. L' etude de ces 
sequences de 395 acides amines et de,373 acides amines 
dans la. proteine mature, montre qu'elle ne presente 
. auc une. homo log ie significative avec d'autres proteines 
20 deja decrites dans les banques de donnees . 

La proteine de 277 acides amines, designee 
ci-apres PTP35, representee dans la liste de sequences 
en annexe . sous le numero SEQ ID No : 2 correspond , a la 
proteine de 35 kDa. Elle presente une masse moleculaire 
25 deduite.de 30 075. Da, inferieure done * a celle de 35 000 

observee sur gels de polyacrylamide. L'extremite N- 
terminale de la PTP3 5 presente egalement . des 
caracteristiques de peptide signal f : 

- structure secondaire predite comme formant 
30 une helice a, 

- presence d'acides amines hydrophobes ainsi 
que de residus basiques, 

prediction de peptide signal , par 
1 'algorithme de von Heijne . (11) 
35 De la meme maniere que pour la PTP55, la PTP 

3 5 d'E". cuniculi presenterait un peptide signal. Des 



sites potentiels de clivage proteolytigues peuvent etre 
predits entre les residus 12 et 13, 13 et 14 ou 22 et 
23. Cependant un tel clivage ne pourrait etre confirme 
que par le sequencage de la partie N-terminale de la 
proteine. Sur la base des donnees disponibles, la 
sequence d'une proteine de tube polaire selon 
1' invention est comprise entre les acides amines 1 et 
277 de la sequence donnee en annexe sous le numero SEQ 
ID No :2. 

La PTP35 ne contient pas de residus 
tryptophane. Elle presente un point isoelectrique deduit 
de 8,6 en accord avec celui observe sur gels de 
polyacrylamide en 2 dimensions qui etait de l'ordre de 
de.9. L' etude de cette sequence de 277 acides amines 
montre qu'elle ne presente aucune homologie 
significative avec d'autres proteines deja decrites dans 
les banques de donnees. 

Des anticorps poly ou raonoclonaux diriges 
contre au moins une proteine de 1 ■ invention ou un 
fragment de eel les -ci peuvent etre prepares par les 
methodes decrites dans la litterature. Les anticorps 
polyclonaux sont formes selon les techniques classiques 
par injection des proteines, extraites a- partir des 
spores d'E. cuniculi ou produites par- transformation 
d'un hote, a des animaux, puis recuperation des 
antiserums et des anticorps a partir des antiserums par 
exemple par chromatographic d'af finite. Les anticorps 
monoclonaux peuvent etre produits en fusionnant des 
cellules "v de myelomes avec des cellules de rates " 
d' animaux prealablement immunises a 1 'aide des proteines 
de 1' invention. Ces anticorps sont utiles pour 
rechercher d'autres proteines de tubes polaires d'E. 
cuniculi, d'E. hellem ou d'E. intestinalis . et pour 
etudier la parente entre les proteines de tubes polaires 
de differentes especes, voire de differents genres. En 
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effet, les anticorps formes contre le tube polaire d' E. 
intestinalis ou d'£\ hellem dormant lieu a des reactions 
immunologiques croisees avec les proteines du tube 
polaire d'£. cunlculi. Mais ils peuvent aussi trouver 
des applications dans le domaine diagnostique . 

L* invention concerne done aussi un procede 
de diagnostic des infections provoquees par les 
microsporidie du genre Encephalitozoon comprenant les 
etapes suivantes : 

a) on immobilise une proteine recombinante 
de tube polaire de microsporidie selon 1 ' invention sur 
un support d' analyse tel qu'une feuille de 
nitrocellulose ou une plaque ELISA, 

b) on sature les sites aspecifiques de 
reaction, par exemple en presence de lait ecreme 5%, 

c) on incube le produit obtenu a l'etape (b) 
avec les anticorps du serum du sujet a tester, de 
maniere a ce que, si le serum contient des anticorps 
diriges contre une proteine de tube polaire . de 
microsporidie, ceux-ci se complexent a ladite proteine, 

d) on elimine par lavage les anticorps du 
serum qui ne sont pas complexes a l'etape (c) , 

e) on incube le produit de l' etape- (d) avec 
des anticorps secondaires anti-humains couples a. une 
molecule permettant leur revelation, * comme par exemple 
un enzyme tel que la peroxydase ou. a un f luorochrome, 

f ) on elimine par lavage les anticorps anti- 
humains qui ne sont pas lies specif iquement et 

g) on revele par tout moyen approprie les 
complexes anticorps anti-humains / anticorps du serum / 
proteine formes a l'etape (e) . 



Un kit de diagnostic pour la mise en oeuvre 
d'un tel procede est constitue par : 
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- un support d' analyse sur lequel sont 
immobilisees des proteines recombinantes de tube - polaire 
de microsporidie, 

- une solution contenant des anticorps anti- 
humains couples a une molecule permettant leur 
revelation, et 

une notice comportant les etapes du 
procede de diagnostic decrit plus haut. 



L 1 invention se rapporte egalement a une 
molecule d'acide nucleique comprenant ou constitute par 
une sequence nucleique codant pour une proteine de tube 
polaire de microsporidie. Plus particulierement , 
1' invention se rapporte aux sequences nucleotidiques 
15 codant pour les proteines de PTP55 et PTP35 

correspondant respect ivement aux proteine de 55 et 35 
kDa de la microsporidie E. cuniculi . 

L 1 invention envisage a titre specif ique, une 
molecule d'acide nucleique comprenant ou constitute par 
20 une sequence nucleique codant pour une proteine de tube 

polaire de microsporidie dont la sequence en acides 
amines est representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID No:l ou SEQ ID No: 2 un 
fragment ou un derive f onctionnellement equivalent de 
25 cette proteine. * 

Une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour la proteine PT55 est representee dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO:l 
ou sa sequence complementaire . Plus particulierement, 
30 une telle sequence d'acide nucleique comprend la 

sequence comprise entre les nucleotides 411 et 1532 de 
SEQ _ ID No:l ou sa sequence complementaire. La sequence 
nucleique de SEQ ID NO:l est composee de 1830 
nucleotides et comprend un cadre de lecture ouvert de 
35 H88 paires de bases allant de la position 345 (codon 

d'initiation ATG) a la position 1532 (codon stop TAG). 
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La region precedant la position 345 est susceptible de 
comprendre des elements utiles a la transcription de la 
proteine PT55 telle qu'une region promotrice . 

Une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour la proteine PTP3 5 est representee dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO: 2 
ou sa sequence complementaire . Plus particulierement , 
une telle sequence d'acide nucleique comprend la 
sequence comprise entre les nucleotides 458 et 1291 de 
SEQ ID No : 2 ou sa sequence complementaire . La sequence 
nucleique II • de 1 ' invention est composee de 1740 
nucleotides et comprend un cadre de lecture ouvert de 
834 paires de bases allant de la position • 458 (codon 
d' initiation ATG) a la position 1291 (codon stop TAA) . 
La region precedant la position 458 est susceptible de 
comprendre des elements utiles a la transcription de la 
proteine PT3 5 telle qu'une region promotrice. 

L* invention concerne les molecules d'acide 
nucleique dont les sequences nucleotidiques sont 
representees dans la liste de sequence en annexe sous 
les numeros SEQ ID NO:l et SEQ ID NO: 2 ainsi que toutes 
sequences nucleotidiques capables de s'hybrider avec 
celles-ci; En effet, 1 1 invention concerne bien entendu 
aussi les sequences nucleotidiques derivees de SED ID 
NO:l et SEQ ID NO: 2 par exemple du fait de la 
degenerescence du code genetique, et qui code pour des 
proteines presentant des caracteristiques de tube 
polaire de microsporidie . . 

- L 1 invention* concerne egalement un vecteur 
comprenant au moins une molecule d'acide nucleique 
precedente, avantageusement associee a des sequences de 
controle adaptes, ainsi qu'un procede de production ou 
d' expression dans un hote ' cellulaire d'une proteine de 
tube polaire de microsporidie de 1 ' invention ou d'un 
fragment de celle-ci. La - preparation de ces vecteurs 
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ainsi que la production ou 1' expression dans un hote des 
proteines de 1 1 invention peuvent etre realisees par les 
techniques de biologie moleculaire et de genie genetique 
bien connues de l'homme du metier. 

A titre d'exemple, un procede de production 
d'une proteine de tube polaire de microsporidie selon 
1 ' invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 

nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 

molecule dans un hote cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant . la production de la proteine de 
tube polaire de microsporidie, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
dites proteines. 

A titre d'exemple, un procede d' expression 
d'une proteine de tube polaire de microsporidie selon 
1' invention consiste : 

a transferer une molecule d'-acide 
nucleique de 1 1 invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans un hote cellulaire, 

- a cultiver ledit hote. cellulaire dans des 
conditions permettant 1' expression desdites .proteines. 

L'hote cellulaire mis en oeuvre .dans les 
procedes precedents peut etre choisi parmi les 
procaryotes ou les eucaryotes et notamment .parmi les 
bacteries, les levures, les cellules de mammiferes, de 
plantes ou d'insectes. 

Le vecteur utilise est choisi en fonction de 
l'hote dans lequel il sera transfere; il peut s.'agir de 
tout vecteur comme un plasmide. 

L' invention concerne done aussi les , hotes 
cellulaires et plus particulierement les bacteries 
transformees comme E. coli, exprimant des proteines de 
tube polaire de microsporidie , obtenues conf ormement aux 
procedes precedents . 
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L 1 invention concernent egalement les sondes 
nucleiques et oligonucleotides prepares a partir des 
molecules d'acide nucleique de 1' invention. 

Ces sondes, avantageusement marquees, sont 
utiles pour la detection par hybridation de sequences 
similaires chez d'autres microsporidies . Selon les 
techniques classiques, ces sondes sont mises en contact 
avec un echantillon biologique. Differentes techniques 
d' hybridation peuvent etre mises en oeuvre telles que 
1 'hybridation sur taches (Dot-blot) ou 1 ' hybridation sur 
repliques (technique de Southern) ou autres techniques 
(DNA chips) . De telles sondes constituent des outils 
permettant de detecter rapidement des sequences 
similaires dans les genes codant ■ pour les proteines de 
tube polaire de microsporidie ce qui permettrait 
d'etudier 1 * origine et la conservation de ces proteines 
constituant le tube polaire. 

Les oligonucleotides sont utiles pour des 
experiences de PCR par exemple pour rechercher des genes 
dans d'autres microsporidies ou dans un but de 
diagnostic . 

L ' invention concerne done aussi un procede 
•de- diagnostic des infections provoquees par des 
microsporidies, comprenant les etapes suivantes : 

a) on extrait de i'ADN *de spores 
microsporidiennes prelevees dans des echantillons 
biologiques provenant des urines, des selles, ou d'une 
biopsie, 

b) on amplifie l'ADN extrait par tout moyen 
approprie tel 'qu'une PCR " a l'aide d' oligonucleotides 
specifiques deduits des sequences des genes codant pour 
les proteines de tube polaire de microsporidie, 

c) on immobilise les produits 
d' amplification sur un support d' analyse, 

d) on determine 1' origine microsporidienne 
des produits d' amplification par hybridation a l'aide 
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d'une sonde nucleotidique marquee specif ique d'une 
microsporidie . 

II est possible de realiser 1 ' etape (c) par 
fixation des produits d ' amplification sur un support 
d' analyse, tel qu'une membrane ou une plaque ELISA. 

Un kit de diagnostic pour la mise en oeuvre 
d'un tel procede est constitue par 

- les moyens necessaires a 1 ' amplification 
des sequences codant pour les proteines de tube polaire 
de microsporidie, tels que des oligonucleotides 
specif iques de ces sequences, et tous les autres 
elements necessaires a la realisation d'une PGR. 

un support d' analyse pour fixer les 
produits de 1 1 amplification, et 

- des sondes marquees specif iques d'une 
microsporidie^ 

L ' invention se rapporte egalement a des 
compositions vaccinales capables de prevenir les 
infections provoquees par les microsporidie du genre 
Encephalitozoon comprenant a titre de principe actif une 
proteine de 1 • invention ou un fragment de celle-ci en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

En effet, les anticorps formes contre le 
tube polaire d'i?. intestinalis ou d'i?. hellem dormant 
lieu a des reactions immunologiques croisees avec des 
proteines de tube polaire d'tf. cuniculi ,< 1 1 invention 
fournit avantageusement un vaccin" potentiel contre les 
infections provoquees par les microsporidies ' du- genre 
Encephalitozoon. 

D' autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront a la lecture des exemples qui 
suivent concernant la production d' anticorps contre le 
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tube polaire, le clonage et le sequengage des genes 
codant pour des proteines de tube polaire chez E. 
cuniculi, et qui se rapportent aux dessins en annexe 
dans lesquels : 

La figure 1 montre : 

• A : la separation electrophoretique des 

proteines sporales par SDS-PAGE avec sur la piste 1 la 
fraction soluble dans SDS2%, 2-mercaptoethanol 10%, et 
sur la piste 2 la fraction residuelle obtenue apres 
incubation dans du 2-mercaptoethanol 50% pendant 48 
heures . 

• B : .1 'analyse par immunofluorescence 
indirecte a l'aide d'anticorps polyclonaux diriges 
contre la bande de 55 kDa separee par SDS-PAGE (dilution 
l/50 e ) sur des cellules MRC-5 infestees par 
Encephalitozoon cuniculi. Les spores avec leur tubes 
polaires extrudes sont f ortement marquees . 

• C : l'immunoblot avec l'anticorps 

polyclonal anti-55kDa (dilution l/5000 e , piste 1) et 
l'anticorps monoclonal Ec 102 (dilution l/10000 e , piste 
2) . Les marqueurs de poids moleculaires (M) sont 
indiques sur la gauche et sont donnes en kDa. Les blots 
:ont ete reveles en utilisant un kit ECL (Amersham) . 

La figure 2 montre 1 ' immunor eac t ivi t e de 
la proteine de~ 55 kDa. L/ elect rophorese sur gel deux 
dimensions a ete . realisee en utilisant 

1 ' isoelectrof ocalisation dans la premiere dimension et 
des gels de 12% dans la deuxieme dimension. Les 
proteines . separees ont ete soit colorees au nitrate 
d' argent (A) soit transferees sur des membranes de PVDF 
et incubees avec les anticorps polyclonaux dirige contre 
le spot acide de 55 kDa (dilution l/5000 e ) isole par 
electrophorese 2D (B) . 

Les poids moleculaires sont indiques en kDa et les 
points isoelectriques numerotes de 4 a 8 . 



On observe en (C) le marquage specif ique des tubes 
polaires extrudes en immunofluorescence avec ce meme 
anticorps . 

- la figure 3 illustre 1' expression de la 
PTP55 chez Escherichia coli. On distingue en A, 
1 'analyse sur gels de . polyacrylamide (SDS-PAGE) des 
proteines extraites de bacteries trans formees avec la 
construction plasmidique pQE30-PTP55. La piste 1 montre 
la production sans induction ; la piste 2 apres 
induction a 1 ' IPTG et la piste 3 la PTP recombinante 

purifiee sur resine Ni-NTA. 

On distingue en B un immunoblotting avec les 
serums diriges contre la. PTP55 recombinante (dilution 
l/1000 e ) . Sur la piste 1, les proteines d'E.coli 4 

heures apres induction IPTG ; su la piste 2 les 

proteines d' Encephalitozoon cuniculi. 

On distingue en C un marquage en 

immunofluorescence indirecte, avec les antiserums 

diriges contre la PTP 5 5 recombinante des tubes polaires 

d'E. cuniculi . Les tubes polaires extrudes sont indiques 

par des f leches. 

On distingue en D un immunomarquage a l'or 

colloidal en microscopie : electronique a transmission des 

sections de tube polaire. 

La figure 4 montre un immunomarquage realise 
sur des gels d'electrophorese en 2 dimensions avec 
1' anticorps monoclonal dirige contre le tube polaire. 

L'electrophorese sur gel de deux dimensions 
a ete realisee en utilisant 1 ' isoelectrof ocalisation 
dans la premiere dimension %t des gels de 12% dans la 
deuxieme dimension. Les proteines separees ont ete soit 
colorees au nitrate d' argent (A) soit transferees sur 
des membranes de PVDF et incubees avec 1* anticorps 
monoclonal (dilution l/5000 e ) (B) . Les spots de 55 et 35 
kDa sont indiques par des f leches. 
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La figure 5 illustre 1' expression de la 
PTP3 5 chez Escherichia coli. La figure 5 montre : 

- en A, 1' analyse sur gels de polyacrylamide 
(SDS-PAGE) des proteines extraites de bacteries 
transf ormees avec la construction plasmidique pQE3 0- 
PTP3 5 . . La piste 1 montre la production sans induction ; 
la piste 2 apres induction a l'IPTG et la piste 3 la PTP 
recombinante purifiee sur resine Ni-NTA. 

Les marqueurs de poids moleculaires sont 
indiques en kDa 

- en B, un immunoblotting avec les serum 
diriges contre la PTP35 recombinante (dilution l/1000^ e ) 

Sur la piste .1 on . distingue le *profil 
electrophoretique d' Encephalitozoon cuniculi colore au 
bleu de Coomassie. 

Sur la piste 2 est illustre le marquage 
d' une proteine de 35 kDa <5'E. cuniculi avec 1 • anticorps 
dirige contre la proteine recombinante de 3 5 kDa 
exprimee chez Escherichia coli. 

- en C, le marquage en immunofluorescence 
indirecte, avec les antiserums diriges contre la PTP35 
recombinante, des tubes polaires d'^. cuniculi. La 
fleche indique un tube polaire extrude. 

1) Production d'anticoros contre le tube 
polaire d'ff. cuniculi. analyses immunocvtochimiaues . 

La souche d l E. cuniculi utilisee est un 
isolat de souris. Elle est entretenue sur culture 
cellulaire MDCK. Les spores liberees dans le surnageant 
de culture sont recuperees et stockees a 4°C dans du 
PBS. L* extraction des proteines sporales est realisee 
par broyage des spores avec des billes de zirconium 
(0.1mm .de diametre) dans un tampon contenant 2.5% de SDS 
et 10% de 2-mercaptoethanol en presence d* inhibiteurs de 
proteases. Apres denaturation par la chaleur 10 minutes 
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a 100 °C, les debris sporaux sont elimines par 
centrifugation a 18000g pendant 5 minutes. Les proteines 
sont ensuite separees par SDS-PAGE sur des gels de 
polyacrylamide 12%. 

Pour 1 ' electrophorese en 2 dimensions, les 
echantillons proteiques sont solubilises dans un tampon 
a base d'uree 9M, de 2-mercaptoethanol 5% et de CHAPS 
40mM. L ' isoelectrof ocalisation est realisee dans les 
conditions suivantes : 4 heures a 400 V, 30 minutes a 600 
V puis 3 0 minutes a 800 V avec la combinaison 
d'ampholines (Pharmacia) 40% pH 3-10, 60% pH 4-6.5. 
Apres equilibration des gels de premiere dimension dans 
du SDS / 2-mercaptoethanol pendant 10 minutes, les 
proteines sont separees selon leur masse moleculaire par 
SDS-PAGE. Les gels correspondants sont colores soit a 
1* argent soit au bleu de Coomassie, ou transferes sur 
membrane PVDF (Immobilon P, Polylabo) en utilisant un 
systeme semi-sec. 

Les anticorps polyclonaux ont ete produits 
contre differentes proteines d'E. cuniculi separees par 
electrophorese. Des injections intraperitoneales sont 
realisees chez des souris BALB/c pour chaque echantillon 
proteique. La bande proteique de 55 kDa a egalement ete 
utilisee pour produire des anticorps monoclonaux. Ainsi, 
3 anticorps diriges contre le tube polaire ont ete 
obtenus: 2 anticorps polyclonaux anti-35 kDa et anti-55 
kDa et un anticorps monoclonal anti-55 kDa. 

L' immunoblotting, 1 ' immunolocaiisation en 
IFA et en microscopie electronique a transmission sont 
realises selon les techniques classiques. 

2) Microseauencaae de PTPs de masses 
moleculaires aooarentes 55 kDa et 3 5 kD . 



La sequence N- terminal ainsi que 2 peptides 
internes (PI et P2) ont ete sequences pour la PTPS 5 . 
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N- terminal : ATALC SNAYG 
PI : ATALCSNAYGLTPGQQGMAQ 
P2 : SATQYAMEACATPTP 

Un peptide interne (P3) a ete sequence pour 

la PTP3 5. 

P3 : AVQGTDRC I LAG I I D 

Ces sequences ont ete realisees a partir des 
proteines de 55 kDa. et de 3 5. kDa isolees par 
electrophorese en 2 dimensions, par le laboratoire de 
microsequengage des proteines, Institut Pasteur, 
Departement des biotechnologies . 

Pour le sequengage interne des peptides PI, 
P2 et P3, les proteines ont ete prealablement digerees 
par -1 ■ Endolysine C, enzyme proteolytique coupant apres 
un residu lysine. 

3 ) Amplification PCR, clonaae et seauencaae 
des aenes codant pour les PTPs . 

a) Gene codant pour la PTPS 5 . 

A partir d' amorces degenerees deduites des 
peptides PI et P2 , un fragment d 1 ADN d' environ 1 kpb a 
ete ,amplifie, clone dans un vecteur plasmidique pCR2 
(Invitrogen, TA cloning vector) et . sequence selon la 
methode de Sanger (12). L ' amplification des regions 5' 
et 3 ' du gene de la PTP a ete realisee par une technique 
de PCR (SSP-PCR) . L ' analyse des sequences est realisee 
sur le serveur de biologie moleculaire Inf obiogen . 

La sequence complete representee dans la 
liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO:l 
comprend 183 0 nucleotides et- comporte un cadre de 
lecture de 1188pb. Ce dernier contient 395 codons allant 
du site considere comme etant le site d' initiation de la 
traduction au codon de terminaison TAG. Le codon 
considere comme codon ATG de depart est precede par une 
region particulieremerit riche en A-T. La sequence en 



acides amines traduite est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID N0:1. 

b) Gene codant pour la PTP35 . 

A partir d 1 amorces degenerees deduites du 
peptide P3 , differents fragments ont ete amplifies par 
la technique de SSP-PCR, clones dans un vecteur 
plasmidique pGEMT (Promega, TA cloning vector) , 
sequences selon la methode de Sanger et analyses comme 
decrit ci-dessus. 

La sequence complete representee dans la 
liste de sequence en annexe sous le numero SEQ . ID NO: 2 
comprend 1740 nucleotides. Le cadre de lecture comporte 
834 pb. Ce dernier contient 277 codons allant du site 
considere comme etant le site d' initiation de la 
traduction au codon de terminaison TAA. Le codon 
considere comme codon ATG de depart est precede par une 
region particulierement riche en A-T, similaire a celle 
de la PTP55. La sequence d 1 acides amines traduite est 
representee dans la liste de sequences en annexe sous 
le numero SEQ ID NO: 2. 

4) Expression des PTPs chez Escherichia. 

coli . 

Une partie. de la PTPS 5 correspondant a la 
region entre les peptides PI et P2 a ete clonee dans un 
vecteur d' expression pQE3 0 (Qiagen) et exprimee chez E. 
coli (souche M15) . La proteine recombinante a ete 
purifiee par chromatographie d'af finite sur colonnes de 
nickel et "injectee a des souris. Les anticorps 
correspondants - ^ testes en immunoblotting, immuno- 
fluorescence et en microscopie electronique a 
transmission ont permis de confirmer que cette proteine 
etait bien localisee au niveau du tube polaire d'£;. 
cuniculi . 
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Une partie de la PTP3 5 entre les residus 27 
et 277 a egalement ete exprimee chez E. coli selon la 
meme technique. Les anticorps produits contre cette 
proteine recombinante ont montre un marquage du tube 
polaire . 

5 ) Analyse des sequences primaires des PTP55 

et PTP35 . 

L ' analyse Blast n'a montre aucune homologie 
significative . avec d'autres proteines connues, si ce 
n'est avec le collagene, principalement du au fait que 
la PTP55 est riche en residus glycine et proline. 

a) La PTP55 est riche en residus proline, 
glycine, glutamine, serine et threonine qui representent 
a eux 5 plus de 55% du contenu en acides amines. Le site 
de clivage (entre les residus serine et alanine) propose 
est predit comme tel par les caracteristiques suivantes : 

- absence de residu lysine en position 22 . 
precedant le peptide PI sequence (23-42) apres digestion 
de la proteine par l'Endolysine C, 

sequengage N-terminal de la proteine 

correspondant a celui du peptide PI, , 

presence . d' acides, amines hydrophobes dans 
cette region N-terminal, 

- algorithme de von Heijne, 

-, structure secondaire en helice a. 

La PTP est vraisemblablement synthetisee par 
E. auniculi sous forme d'un plus grand- precurseur dont 
la sequence signal de 22; acides amines est eliminee- lors 
de la maturation. La proteine mature aurait done une 
masse moleculaire de 37230 Da. 

■ • * - - Des sites de N-glycosylation (NETS, NGTS et 
NISG) sont presents dans la sequence. La presence de 
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nombreux residus serine et threonine (21,6%) laisse 
egalement supposer des sites de O-glycosylation. 

La region centrale de la proteine PTP55 est 
caracterisee par 4 repetitions en tandem de 2 6 acides 
amines chacune avec une conservation au niveau 
nucleique. Cette region est partiellement encadree par 2 
autres repetitions de 9 acides amines. 

b) La PTP3 5 est particulierement riche en 
residus lysine (11,5%) et acide glutamique (9%). 3 sites 
de clivages potentiels d'une sequence signal sont 
representee entre les residus 12 et 13, 13 et 14, et 22 
et 23. Une sequence RGD est presente dans la PTP35, 
sequence que 1 ' on retrouve dans des proteines telles que 
la fibronectine et qui intervient dans des phenomenes 
d' attachement cellulaire. Un site potentiel de N- 
glycosylation (NSTS) est egalement present dans la 
sequence. 

6) Localisation chromosomioue et estimation 
du nombre de copies . 

L ' hybridation d ' une sonde , : correspondant a 
une partie du gene codant pour la PTP55, sur les 
chromosomes d'J5. cuniculi separes par electrophorese en 
champs pulse a montre une localisation unique de ce gene 
sur le chromosome VI . 

La meme sonde a ete appliquee sur des 
Southern apres digestion de l'ADN genomique d'E 1 . 
cuniculi par differentes enzymes de restriction : Une 
seule bande est marquee sur chaque profil de digestion, 
ce qui permet d'af firmer que le gene existe en une seule 
copie . 

Le gene codant pour la PTP35 est egalement 
localise sur le chromosome VI. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALES : 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 1 : 

(i) C ARACTRER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRIN: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(ix) CARACTERISTIQUES 

(A) NOM/CLE: 

(B) EMPLACEMENT: 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCES: SEQ ID NO : 1 : 
GAATTCAGAT GCCTCATACC TTGGGATTAA AAAATTGATG TTCATTTGTT ATATATCCTG 



GGCGGACAGG CCGGCTCGTA TTCTTCAGGG GTGTCGCCTA CCCAGTGCAC AGGAGGTTCC 



GGAGGTGTCT TGGATGGAAA 
TTCGGCTGTT TCACCAAGAT 
CAGAGATGAA ACTCTCTGTG 
TTTGAAATAA AAGTATAAAT 



GTAAGGC CAT TTGTGGGTTC 

CCAATTATTC CTCCAGGACT 

CAAATCGTAG ATATCGATTG 

ACCTCCGAAA ACGCAGAGTT 



TCATCCATGT CATCGTCCCT 

TTCAACCCTC AGAATGGAAA 

GAGACATTGA AACCACGGAG 

TAAG ATG AAA GGT ATT 
Met Lys Gly lie 



TCT AAG ATC CTC TCT GCC TCT ATT GCC CTG ATG AAG TTG GAG AAT GTC 
Ser Lys lie Leu Ser Ala Ser lie Ala Leu Met Lys Leu Glu Asn Val . 
5 10 15 20 

TAT TCA GCA ACC GCA CTG TGC AGC AAT GCA TAT GGC CTA ACT CCG GGA 
Tyr Ser Ala Thr Ala Leu Cys Ser Asn Ala Tyr Gly Leu Thr Pro Gly 
25 30 35 



CAA CAG GGT ATG GCT CAG CAG CCG TCG TAT GTG CTG ATC CCC -AGC ACC 
Gin Gin Gly Met Ala Gin Gin Pro Ser Tyr Val Leu lie Pro Ser Thr 
40 45 50 - 

CCG GGA ACC ATA GCA AAC TGT GCA AGC GGT TCA -CAG GAC AC A TAT TGT. % 
Pro Gly Thr lie Ala Asn Cys Ala Ser Gly Ser Gin Asp Thr Tyr Ser 
55 60 65 

CCT TCT CCC GCT GCA CCC ACA TCT CCA GTG ACT CCG GGG AAA ACT -AGC 
Pro Ser Pro Ala Ala Pro Thr Ser Pro Val Thr Pro Gly Lys Thr Ser 
70 75 80 



GAG AAT GAG ACA TCT CCA TCG GCT CCT GCA GAA GAT GTA GGA ACA TGC 
Glu Asn Glu Thr Ser Pro Ser Ala Pro Ala Glu Asp Val Gly Thr Cys 
85 90 95 100 
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AAG ATT GCC GTA TTG AAG CAC TGC GAC GCA CCA GGA ACA AC A TCA GGG 692 

Lys He Ala Val Leu Lys His Cys Asp Ala Pro Gly Thr Thr Ser Gly 
105 HO 115 

5 ACG ACA CCA GGG TCA GGG CCT TGT GAA ACC CCA GAG CAG CAA CAG CCT 7 40 

Thr Thr Pro Gly Ser Gly Pro Cys Glu Thr Pro Glu Gin Gin Gin Pro 
120 125 130 

TTG TCA GTG ATC TCC ACC ACT CCT GCC GTA CCG GTG ACT GTG GAG TCT 788 

10 Leu Ser Val He Ser Thr Thr Pro Ala Val Pro Val Thr Val Glu Ser 

135 140 145 

GCA CAG TCT CCA TCT GTT GTG CCA GTT GTT CCT GTC GTT GCT CAC CAC 83 6 

Ala Gin Ser Pro Ser Val Val Pro Val Val Pro Val Val Ala His His 

15 150 155 160 
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40 
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CAG GCA GTT CCA GGC TAC TAC AAC AAT GGA ACA TCC GGT ATT CCT GGA 
Gin Ala Val Pro Gly Tyr Tyr Asn Asn Gly Thr Ser Gly lie Pro Gly 
165 170 175 180 

CAG CAA CAG ATC CTT TCT GGC ACT CTT CCC CCA GGA GCC ACT TTG TGT 932 
Gin Gin Gin lie Leu Ser Gly Thr Leu Pro Pro Gly Ala Thr Leu Cys 
185 190 . . 195 . 

25 CAG GGA CAG GCC ATG CCT AGC ACT CCT GGA CAG CAA CAG ATC CTT TCT 9 80 

Gin Gly Gin Ala Met Pro Ser Thr Pro Gly Gin Gin Gin He Leu Ser 
200 205 21.0 

GGC ACT CTT CCC CCA GGG GTC ACT TTG TGT CAG GGA CAG GCC ACG CCT 1028 
30 Gly Thr Leu Pro Pro Gly Val Thr Leu Cys Gin Gly Gin Ala Thr Pro 
215 220 225 

AGC ACT CCT GGG CAG CAA CAG GTC CTT TCT GGC ACT CTT CCC CCA GGA 1076 
Ser Thr Pro Gly Gin Gin Gin Val Leu Ser Gly Thr Leu Pro Pro Gly 
35 230 235 240 

GTC ACT TTG TGT CAG GGA CAG GCC ACG CCT AGC ACT CCT GGG CAG CAA .1124 
Val Thr Leu Cys Gin Gly Gin Ala Thr Pro Ser Thr Pro Gly Gin Gin 
245 250 255 260 

CAG GTC CTT TCT GGC ACC CTT CTC CCA GGA GCC ACT TTG TGT CAG GAT 1172 
Gin Val Leu Ser Gly Thr Leu Leu Pro Gly Ala Thr Leu Cys Gin Asp 
265 270 275 

45 CAA GGT ATG CCT GGA ACA TCC GGA GTT CCT GGA CAG CAG GGA CAG TCT 122 0 

Gin Gly Met Pro Gly Thr Ser Gly Val Pro Gly Gin Gin Gly Gin Ser 
280 285 290 

AGT GGA CAG TGT TGT GCC CCT CAG ATT CCA AAC CCT GTC ATG CCG CCA 12 68 

50 Ser Gly Gin Cys Cys Ala Pro Gin He Pro Asn Pro Val Met Pro Pro 
295 300 305 

TCC ATG AAC ATT AGT GGA AAT GGG TAT CCT TCT TCT ACC GCA TAC AGC 1316 
Ser Met Asn He Ser Gly Asn Gly Tyr Pro Ser Ser Thr Ala Tyr Ser 
55 310 315 320 

CCA AAC CTC GGA TCA CTG GGA TCC TGT GTT GAC ATA CAG AAG ACG GGG 13 64 

Pro Asn Leu Gly Ser Leu Gly Ser Cys Val Asp He Gin Lys Thr Gly 
325 330 335 340 
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GGG ACA TCC TGC GAG CAA AAA CCC GAG AAG TCC GCC ACG CAG TAT GCC 1412 
Gly Thr Ser Cys Glu Gin Lys Pro Glu Lys Ser Ala Thr Gin Tyr Ala 
345 350 355 

5 ATG GAG GCC TGT GCA ACA CCA ACA CCA ACG GTT ATT ATA GGC AAC AGC 1460 
Met Glu Ala Cys Ala Thr Pro Thr Pro Thr Val lie lie Gly Asn Ser 
360 365 370 

GAG TAT CTT GTT GGA CCA GGA ATG TAC AAT GCA ATT AAC TCT CCA TGC 1508 
10 Glu Tyr Leu Val Gly Pro Gly Met Tyr Asn Ala lie Asn Ser Pro Cys 
375 380 385 

AAC ACT GCT GTC CAA TGC TGC TAG GCTAAAATAA AACGAGTTTA ATCTTCTTTT 1562 
Asn Thr Ala Val Gin Cys Cys 
15 390 395 

TCTTCGGTCT TTTGGAACGT TGGATGGGGA TGGAGGAGTC TATGGGC TG A AGTGAAATGC 1622 

CAACACTTCT TCTGCCCAAG AACACATTCG GATGTTCTTC CTGTGGC CAG GAGTTTGGTA 1682 

20 

ACAGGATTCC CCGAGGATTT AGCAGCCTTG GAGTACCATG ATTGAATCAG TATTAAACTT 1742 

CTCAAATTAT TTTATTCTTT C TGTTTT AT A TCCCGAGCCA ATCTGAGAAG AATGCCTCGA 1802 

25. ATTCAAGCTC CCTTAGAAGT GTGGGATC 183 0 



(2 ) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 2 : 

30 (i) CARACTRERI S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRIN: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERI STIQUES 

(A) NOM/CLE: 

(B) EMPLACEMENT: 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCES: SEQ ID NO : 2 : 

AAGCTTCTGA ACAAGCGCTA ACCCTCTTTC AGAATATATA AAGCAATCCA TACAACTTCT 60 

CCATCCATCC CGGTGC TGTT TCTTTGGAGG CAAAACAGAG GAGGTGGCGA TATCGATGGT 12 0 

45 

GCATCCATAA TATATACAAG ACACTCCAGG CTGCAACTGA ATCAACACAC TCCATCCCCT 180 

CAGGAAGTCG GTAAACTTGC CTTGAAAATA GCCAATGGAT GTCTCCAGGC TTTATACCAT 240 

50 GCACAGCTAT ATCTTGGCCT G AAGTGC AC T TTCAGGTGGG GCTTTGTTAC ATTGCGGTGT 300 

TTTGGATTAC CTGATATAAT TTGTTACCCA CTGAGTCAAG TCGAAACCAG TAGTCCGCAG 3 60 

ATTTCTAACA GAGAGGAAAG ACTGGAGGTA ATTTGTGGCT TTTGAAACAT GCACAGCAAA 420 



55 



ATAAAATATA AAAGAAGCCT TTTGC AC AC T ACCAAAG ATG TTG TTA CTT CTC GCC 475 

Met Leu Leu Leu Leu Ala 
1 5 
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ATA ACT GCT GTT GTT AGC GCC ACG ATG GTC CAT CCT TCA GCT GTT GTT 52 3 

lie Thr Ala Val Val Ser Ala Thr Met Val His Pro Ser Ala Val Val 
10 15 20 

5 CCA CAG CCC GCA GCA CCT CTC CAT GTC GTT CCC CCA CAG CAG CAA ATG 571 
Pro Gin Pro Ala Ala Pro Leu His Val Val Pro Pro Gin Gin Gin Met 
25 30 35 

GGC ATG GTT AAC GGA TGC ACC AGC AAG AAA CTA GAG GGT GCA GAA ATA 619 
10 Gly Met Val Asn Gly Cys Thr Ser Lys Lys Leu Glu Gly Ala Glu lie 
40 45 50 

ATG AGA AGG AAC ATG ATT GAG TGC CAG AAA AGA AGC TCG GAG GCA AC A 667 
Met Arg Arg Asn Met lie Glu Cys Gin Lys Arg Ser Ser Glu Ala Thr 
15 55 60 65 70 

AAG GCG ATG ATT GAA AGG GCA AAT GAA AAG GCT GTA GAA TCA TTC AAC 715 
Lys Ala Met lie Glu Arg Ala Asn Glu Lys Ala Val Glu Ser Phe Asn 
75 80 85 
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AAG GAA GTT AGC AAA GGA CCT AGC CAA AAG GAT GGA GGC CAG TGC ATA 7 63 

Lys Glu Val Ser Lys Gly Pro Ser Gin Lys Asp Gly Gly Gin Cys lie 
90 95 100 . 



25 GAA AAA GCT GTA CAA GGT ACC GAT AGG TGT ATT CTC GCT GGA ATA ATC 811 
Glu Lys Ala Val Gin Gly Thr Asp Arg Cys lie Leu Ala Gly lie lie 
105 110 115 

GAT AAG GCG GTG AAC AAG CGC AAG TAC AGA ATC TCA GAT GTG GAG AAC 859 
30 Asp Lys Ala Val Asn Lys Arg Lys Tyr Arg lie Ser Asp Val Glu Asn 
120 125 130 

AGC ACC TCG CTC TAC AGA GGA GAC AAG CTA ATT GCC CTA ATT GTC AAT 907 
Ser Thr Ser Leu Tyr Arg Gly Asp Lys Leu lie Ala Leu lie Val Asn 
35 135 140 145 150 

GTC GAC TAT GGG CTG CAG CCG ATC ACT AAG CCA AAG AAG AAG AAG TCC 955 
Val Asp Tyr Gly Leu Gin Pro lie Thr Lys Pro Lys Lys Lys Lys Ser 
155 160 165 



AAG ATA ATG GCG AAT CTC CCT CAG CCG AAG AGA GAG ATG TAT TTC AAC 1003 
Lys lie Met Ala Asn Leu Pro Gin Pro Lys Arg Glu Met Tyr Phe Asn 
170 175 180 



45 - CAA ATC GGT CAG CTT GTT GGA GCA AGA GGA ACG TTC CCC CAG GAA AAC 1051 

Gin lie Gly Gin Leu Val Gly Ala Arg Gly Thr Phe Pro Gin Glu Asn 

185 190 195 

AAG GAG GAC TGC AAG CCT TGT GAG GGT CCC AAG AAG ACT GTT GAA ACT 109 9 

50 Lys Glu Asp Cys Lys Pro Cys Glu Gly Pro Lys Lys Thr Val Glu Thr 
200 205 210 

ACT TCT GAG. AAA TGT AAT CTT GGG TGC GAG CTT AAA GGA ACA TCT GCT 1147 

Thr Ser Glu Lys Cys Asn Leu Gly Cys Glu Leu Lys Gly Thr Ser Ala 
55 215 220 . 225 230 

CTG ATA AGC AAG GCC ATA CAG AAG AAG GAA GTC AAG GAC ACG AAG GAA 119 5 

Leu lie Ser Lys Ala lie Gin Lys Lys Glu Val Lys Asp Thr Lys Glu 
235 240 245 
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GGG GAG AAA AGT GCA AGC CAG GAC TCT GAT GGC GAG GGC ACT GCT GAG 12 43 
Gly Glu Lys Ser Ala Ser Gin Asp Ser Asp Gly Glu Gly Thr Ala Glu 
250 255 260 

GAT GCG GAA GTA CAG CAA CCT TCT GCG GAC GGC GAG GGT CTA GAG TAA 12 91 
Asp Ala Glu Val Gin Gin Pro Ser Ala Asp Gly Glu Gly Leu Glu 
265 270 275 

TTTTTAAATT AAAATCTCCC TGGATTGAAT CTTCAAGTGC TTTTGTGAAA GACTTTGGGA 13 51 

ACATTTCGTG AAGGCTAACA TAAATTGTTA ATCTCAGGTC ACTCGATGGA ATAGTCAATT 1411 

CGTATTTCCT TTCCTTGGAT GGTCTGCCCC ACCAGCCTGT TCCTGGCAGT TATCGCATCG 1471 

15 TCGACAGAGT CAAACTGAAC G AATC CAT AT CCTTTGGACA TCTTCTTGTA TTGGTCGTAG 1531 

ACTATTACTA CCCGATAGTT CAGTATCTCA CTGATCCTCT CCTTGAGAAG GTCTCTAACG 1591 

TCGTCTTCGG TTATGTGTGC TCCCAGCCCA AATATCCCTA TCGCCCTGGA GGGAGACCCG 1651 

TTTCTCTTTG CTTTAAGTGC ATATCTTTCG TTTTTATAGG AGCTTGGATC TGTTCCTTCG 1711 

TATCCCCTTG TCGGGCGCTC CACCTCGAG 1740 

25 
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REVEND I CAT I ONS ~ v 



1) Proteine complete purifiee de tube 
polaire de microsporidie . 

2) Proteine selon la revendicatiori 1, 
caracterisee en ce que sa masse moleculaire apparente 
est d' environ 55 kDa et son point isoelectrique de 
1 1 ordre de 5 . 

3) Proteine selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que sa masse moleculaire apparente 
est d' environ 3 5 kDa et un point isoelectrique de 
1 * ordre de 9 . 

4) Proteine selon la revendication 1 dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste 
de sequences en annexe sous le numero SEQ ID No:l, un 
fragment ou un derive fonctionnellement equivalent de 
celle-ci . 

5) Proteine selon la revendication 4, 
constitute par ou comprenant le sequence comprise entre 
les acides amines en position 23 et 395 de la sequence 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID No : 1 . 

6) Proteine selon la revendication 1 dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste 
de sequences en annexe sous le numero SEQ ID No:2, un 
fragment ou un derive fonctionnellement equivalent de 
celle-ci . 

7) Proteine selon la revendication 6, 
constitute par ou comprenant le sequence comprise entre 
les acides amines en position 1 et 277 de la sequence 
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¥E!j?UX avant rectification 
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representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID No : 2 . 

8) Anticorps poly ou monoclonaux diriges 
contre au moins une proteine selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7 . 

9) Procede de diagnostic des infections 
provoquees par les microsporidie du genre 
Encephalitozoon comprenant les etapes suivantes : 

a) on immobilise une proteine recombinante 
de tube polaire de microsporidie selon l'une des 
revendiations 1 a 7 sur un support d' analyse, 

b) on sature les sites aspecifiques de 

15 reaction, 

c) on incube le produit obtenu a l'etape (b) 
avec les anticorps du serum d'un sujet a tester, 

d) on elimine par lavage les anticorps du 
serum qui ne sont pas complexes a l'etape (c) , 

e) on incube le produit de l'etape (d) avec 
des anticorps secondaires anti-humains couples a une 
molecule permettant leur revelation, 

f) on elimine par lavage les anticorps anti- 
humains qui ne sont pas lies specif iquement et 

25 g) on revele par tout moyen approprie les 

complexes anticorps anti-humains / anticorps du serum / 
proteine formes a l'etape (e) . 
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10) Kit de diagnostic pour la mise en oeuvre 
d'un procede selon la revindication 9, caracterise en ce 
qu'il est constitue par . ~* 

un support d' analyse sur lequel sont 
immobilisees des proteines recombinantes de tube polaire 
de microsporidie, 



FEOSLLE AVANT RECWICATWW 



- une solution contenant des anticorps anti- 
humains couples a une molecule permettant leur 
revelation, et 

- une notice decrivant les etapes du procede 
de diagnostic selon la revendication 9. 

11) Molecule d'acide nucleique comprenant ou 
constituee par une . sequence nucleique . codant pour une 
proteine selon l'une quelconque des revendications 1 a 
7. 

12) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 11 comprenant ou constituee par la 
sequence . comprise entre les nucleotides 1 et 1830 de la 
sequence representee.., dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID NO:l ou sa sequence 
complementaire . 

13) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 11 comprenant ou constituee par la 
sequence comprise entre les nucleotides 1 et 1740 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en 
-annexe, sous . le numero SEQ ID NO: 2 ou sa sequence 
complementaire. 

14) Vecteur comprenant au moins une molecule 
d'acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 13, avantageusement associee a des 
sequences de controle. 

15) Un hote transforme par une molecule 
d'acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 13 ou par un vecteur selon la 
revendication 14. 



fEOILLE AVANT fcECTlFlCAl 

16) Procede de production ou d' expression 
dans un hote d'une proteine de tube polaire de 
microsporidie selon l'une des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce qu ' il consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon l'une quelconque des revendications 11 a 
13 ou un vecteur selon la revendication 14 dans un hote 
cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine de 
tube polaire de microsporidie, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
dites proteines . 



17 ) Une sonde 
marquee constitute de tout 
d'acide nucleique selon 
revendications 11 a 13. 



nucleique eventuellement 
ou partie d'une molecule 
1 ' une quelconques des 



18) Procede de diagnostic des infections 
provoquees par les microsporidies du genre 
Encephalitozoon, comprenant les etapes suivantes : 

a) on extrait de l'ADN de spores 
microsporidiennes prelevees dans des echantillons 
biologiques, 

b) on amplifie l'ADN extrait par tout moyen 

approprie, 

c) on immobilise les produits 
d' amplification sur un support d' analyse, 

d) on determine l'origine microsporidienne 
des produits d' amplification par hybridation a 1 ' aide 
d'une sonde nucleotidique marquee specif ique d'une 
microsporidie. 
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19) Un kit de diagnostic pour la mise en 
oeuvre d'un procede selon la revendication 18, 
caracterise en ce qu'il est constitue par : 

- les moyens necessaires a 1 ' amplification 
5 des sequences a analyser, 

un support d' analyse pour fixer les 
produits de 1 ' amplification, 

- des sondes generiques et/ou specif iques 

marquees, et 

10 - une notice decrivant les etapes du procede 

de diagnostic selon la revendication 18 . 



19) Un kit de diagnostic pour la mise en oeuvre 




d'un precede selon la revendication 18, caracterise en ce 
qu'il est constitue par : 



des sequences codant pour les proteines de tube polaire de 
microspor idie , 

un support d' analyse pour fixer les 
produits de 1 'amplification, et 

des sondes marquees specif iques d'une 

microsporidie . 



les moyens necessaires a 1 ' amplification 
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RE VEND I CAT I ON S Q^&w* 

1) Proteine purifiee de tube polaire de 
microsporidie dont la sequence en acides amines est choisie 
parmi les sequences representees dans la liste de sequences 
en annexe sous les numeros SEQ ID No : 1 et SEQ ID No : 2 un 
fragment ou un derive f onct ionnellement equivalent de 
celles-ci. 

2) Proteine selon la revendicat ion 1, 
caracterisee en ce que sa masse moleculaire apparente est 
d' environ 55 kDa et son point isoelectrique de 1 ' ordre de 
5. 

3) Proteine selon la revendicat ion 1, 
caracterisee en ce que sa masse moleculaire apparente est 
d' environ 3 5 kDa et un point isoelectrique de 1 * ordre de 9. 

4) Proteine selon la revendicat ion 1, 
constitute par ou comprenant le sequence comprise entre les 
acides amines en position 23 et 395 de la sequence 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ . ID No : 1 . 

5) Proteine selon la revendicat ion 1, 
constitute par ou comprenant le sequence comprise entre les 
acides amines en position 1 et 277 de la sequence 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID No : 2 . ' 

6) Anticorps poly ou monoclonaux diriges contre 
au moins une proteine selon 1 ' une - quelconque des 
revendications 1 a 5. 



7) Procede de diagnostic des infections 
provoquees par les microsporidie du genre Encephalitozoon 
comprenant les etapes suivantes : 



a) on immobilise une proteine recombinante de 
tube polaire de mi cr osporidi e selon 1 ' une des 
revendications 1 a 5 sur un support d' analyse, 

b) on sature les sites specif iques de reaction, 

c) on incube le produit obtenu a 1' etape (b) 
avec les anticorps du serum d'un sujet a tester, 

d) on elimine par lavage les anticorps du serum 
qui ne sont pas complexes a 1 ' etape (c) , 

e) on incube le produit de 1 ' etape (d) avec des 
anticorps secondaires anti-humains couples a une molecule 
permettant leur revelation, 

. f ) on elimine par lavage les anticorps anti- 
humains qui ne sont pas lies specif iquement et' 

g) on revele par tout moyen approprie les 
complexes anticorps anti-humains / anticorps du serum / 
proteine formes a 1 ' etape (e) . 

8) Kit de diagnostic pour la mise en oeuvre 
d'un procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
qu f il est constitue par : 

. - un support d' analyse sur lequel sont 

immobilisees des proteines recombinantes de tube polaire de 
microspor idie , 

- une solution contenant des anticorps anti- 
humains couples a une molecule permettant leur . revelation, 
et 

- une notice decrivant les etapes du procede de 
diagnostic selon la revendication 7 . 

9) Molecule d'acide nucleique comprenant ou 
consti-tuee par une sequence nucleique codant pour une 
proteine selon 1 ' une quelcongue des revendications 1. a 5. 

10) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 9 comprenant ou constitute par la sequence 
comprise entre les nucleotides 1 et 1830 de la sequence 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 1 ou sa sequence complementaire . 



11) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 9 comprenant ou constitute par la sequence 
comprise entre les nucleotides 1 et 1740 de la sequence 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 2 ou sa sequence complementaire. 

12) Vecteur comprenant au moins une molecule 
d'acide nucleique selon l'une quelconque des revendications 
9 a 11, avantageusement associee a des sequences de 
controle. 

13) Un h6te transforme par une molecule d'acide 
nucleique selon l'une quelconque des revendications 9 a 11 
ou par un vecteur selon la revendication 12 . 

14) Procede de production ou d' expression dans 
un hote d'une proteine de tube polaire de microsporidie 
selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
qu'il consiste : 

- a transferer une molecule d'acide nucleique 
selon l'une quelconque des revendications 9 a 11 ou un 
vecteur selon la revendication 12 dans un hote cellulaire, 

a . cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine de tube 
polaire de microsporidie, 

a . isoler, par tous moyens appropries les 

dite's proteines. 

15) Une sonde nucleique eventuellement marquee 
constitute de tout ou.„ partie d'une molecule d'acide 
nucleique selon l'une quelconques des revendications 9 a 
11 . 

16) Procede de diagnostic des infections 
provoquees par les microsporidies du genre Encephalitozoon, 
comprenant les 6 tapes suivantes : 



a) on extrait de 1 ' ADN de spores 
microsporidiennes prelevees dans des echantillons 
biologiques , 

b) on amplifie 1 1 ADN extrait par tout moyen 

approprie, 

c) on immobilise les produits d ' amplification 
sur un support d' analyse, 

d) on determine l'origine microsporidienne des 
produits d' amplification par hybridation a 1 ' aide d ' une 
sonde nuc 1 eo t idique marquee specif ique d'une 
microsporidie . 

17) Un kit de diagnostic pour la mise en oeuvre 
d'un procede selon la revendication 16, caracterise en ce 
qu'il est constitue par : 

- les moyens necessaires a 1 1 amplification des 
sequences codant pour les proteines de tube polaire de 
microsporidiae, 

- un support d* analyse pour fixer les produits 
de 1 1 amplification, 

des sondes marquees specifiques d'une 

microsporidiae . 
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